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La presente invention a pour objet des compositions 
topiques a base de hyaluronate, leur utilisation en 
cosmetologie et en dermatologie . 

Le hyaluronate (HA) est la composante majeure de la 
matrice extracellulaire . II est surtout present dans les 
tissus conjonctif s dits « mous » par opposition & 
d'autres glycosaminoglycanes comme l'acide chondroltine 
sulfurique presents dans les tissus dits « durs » tels 
que le cartilage. On le retrouve ainsi en quantites 
importantes principalement dans la peau. 

Le HA est un glycosaminoglycane lineaire non sulfate 
. compose d' unites repetitives de D-acide glucuronique et 
de N-acetyl-D-glucosamine (Tammi R. , Agren UM. , Tuhkanen 
AL., Tammi M. Hyaluronan metabolism in skin. Progress in 
Histochemistry & Cytochemistry. 29(2):1-81, 1994). 
20 Dans la peau norraale, le HA est synthetise 

essentiellement par les fibroblastes dermiques et les 
keratinocytes epidermiques (Tammi R. , deja cite). Grace a 
ses residus portant une charge negative, le HA joue le 
role d'une pompe a eau permettant de maintenir 
l'elasticite de la peau. Le HA a un role principal dans 
le controle de la diffusion des aliments, des hormones, 
des vitamines et des sels inorganiques du tissu 
conjonctif et dans le nettoyage des dechets metaboliques 
pouvant induire des reactions inf lammatoires . Avec l'age, 
30 la quantite de HA et son degre de polymerisation 
diminuent, resultant en une diminution de la quantite 
d'eau retenue dans le tissu conjonctif. La peau subit 
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alors un processus de vieillissement qui aboutit a une 
augmentation de la fibrose et a une baisse de la teneur 
en fibres elastiques. 

Dans la peau humaine normale, le HA existe sous 
5 forme d'un polymere de haut poids moleculaire (600 000 ~ 
1 000 000 Da) • La degradation physiologique du HA dans la 
peau se fait par (i) 1' internalisation par les 
keratinocytes via le CD44 et (ii) la fragmentation 
intracellulaire en fragments de taille intermediaire par 

10 les hyaluronidases (60 000-300 000 Da). Le HA fragmente 
est relache par les keratinocytes, passe la membrane 
basale et est libere directement dans les vaisseaux 
lymphatiques (Tammi R. et al ♦ , deja cite). 

Dans des conditions inf lammatoires , l f accumulation 

15 des formes de bas poids moleculaire de HA a ete demontree 
chez 1' animal. Pendant 1' inf lammation, des facteurs 
chimiotactiques plaquettaires comme de la fibrine 
stimulent 1' afflux et 1' activation des fibroblastes qui 
degradent le HA par secretion de hyaluronidase resultant 

20 en des concentrations tissulaires elevees de petits 
fragments de HA. La generation de ces petits fragments de 
HA se fait aussi par divers mecanismes comme la 
depolymerisation par les especes reactives d'oxygene 
relachees par les granulocytes,, ou dans la peau irradiee 

25 par les ultraviolets , ou la synthese de novo de fragments 
de bas poids moleculaire. Plusieurs etudes ont suggere 
que le HA de haut et bas poids moleculaire peut avoir des 
ef fets biologiques dif f erents sur les cellules et les 
tissus (McKee CM. , Penno MB.,- Cowman M. , Burdick MD-, 

30 Strieter KM. f Bao C, Noble PW. Hyaluronan (HA) fragments 
induce chemokine gene expression in alveolar macrophages. 
The role of HA size and CD44. Journal of Clinical 
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Investigation. 98 (10) : 2403-13, 1996 ; Termeer CC: , 
Hennies J. , Voith 0. , Ahrens T. , Weiss JM., Prehm P. , 
Simon JC. Oligosaccharides of hyaluronan are potent 
activators of dendritic cells. Journal of Immunology. 
5 165 (4) :1863-70, 2000 ; Fitzgerald KA. , Bowie AG., 
Skeffington BS. , O'Neill LA. , Ras, Protein kinase C zeta , 
and I kappa B kinases 1 and 2 are downstream effectors of 
CD44 during the activation of NF~kappa B by hyaluronic 
acid fragments in T-24 carcinoma cells. Journal of 

10 Immunology. 164 (4 ): 2053-63, 2000). 

II a ete demontre que le HA de poids moleculaires 
intermediates (50 000 - 250 000 Da), applique sur la 
peau murine et humaine, traverse les couches epidermiques 
et dermiques. Les produits de degradation apparaissent 

15 dans le serum 2 heures apres l f application du HA sur la 
peau. Le poids moleculaire du HA recupere dans le serum 
est legerement inferieur a celui du HA applique sur la 
peau, demontrant ainsi que le passage transcutane du HA 
ne se limite pas uniquement a des fragments de plus 

20 petite taille (100 - 10 000 Da) (Brown TJ. , Alcorn D, 
Fraser JR. Absorption of hyaluronan applied to the 
surface of intact skin. Journal of Investigative 
Dermatology. 113 (5) : 740-6, 1999). 

La vitamine A (retinol) et ses derives naturels et 

25 synthetiques, collectivement designes comme retinoides, 
constituent une grande variete de substances ayant des 
effets marques notarnment dans l r embryogenese, la 
reproduction, le mecanisme de la vision, la regulation de 
la croissance et le phenomene de' dif f erenciation 

30 cellulaire (Blomhoff R. et al . 1991, Physiol. Rev. 
71:951-990 ; Sporn M.B. et al . (1994) in the Retinoids, 
2 nd Ed. Raven Press, NY) . 
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Les retinoldes naturels sont definis par la formule 
generale (I) suivante telle que definie dans (IUPAOIUB 
Joint Commission on Biochemical Nomenclature in Eur. J. 
Biochem. (1982), 129, 1-5) : 

5 




dans laquelle R = CH 2 OH correspond au retinol (ROL) 
10 R = CHO correspond au retinal (RAL) 

R = COOH correspond a l'acide retinolque 
(RA) * 

Les effets biologiques des retinoldes sont medies 
par leur interaction avec les recepteurs nucleaires du 
15 type RAR (recepteur de l T acide retinolque) et RXR 
(recepteur X de l'acide retinolque). Le ligand connu des 
recepteurs RARs est l'isomere trans de la forme acide de 
la vitamine A (acide trans-retinoique) . 

Dans beaucoup de types cellulaires , y compris les 
20 cellules epitheliales , le ROL est metabolise en 
retinylesters . 

L' importance des retinoldes en' dermatologie remonte 
aux premieres observations chez 1' animal d' anomalies 
cutanees' induites par un deficit en vitamine A (Wolbach 
25 et Howe, J. exp. Med. 43 : 753) . 

Aujourd' hui, de tres nombreux retinoldes ont ete 
synthetises • Les domaines principaux d' utilisation 
restent les indications dermatologiques telles que les 
keratoses actiniques, 1' acne et d'une fagon generale le 
30 traitement par voie topique ou orale des desordres de 
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keratinisation tels que le psoriasis et la maladie de 
Darier . 

Par ailleurs, un certain nombre de comkinaisons ou 
d' associations avec des retinoides sont connues :•• 

combinaisons de molecules agissant sur la 
differenciation cellulaire et 1' immunomodulation, par 
exemple combinaison de retinoides et de chimi other apie 
dans les lymphomes cutanes (Thestrup-Petersen et al . Br. 
J. Dermatol. 118 : 811-818), 

- combinaison de retinoides et de phototherapie par 
exemple en association avec les psoralenes (Saurat et al . 
Dermatologies 111 : 218-224) 

- combinaison de molecules affectant le metabolisme des 
retinoides. C est par exemple le cas de 1' interaction 
entre les azoles et les derives de la vitamine D inhibant 
le metabolisme des retinoides et permettant d' augmenter 
les taux intracellulaires d' hormone active (Kato et al . 
Biochem. J. (1992) 286 : 755-760, Jugert et al . Skin 
Pharmacol. 1998) . 

II est connu par ailleurs que 1' un des effets 
secondaires majeurs des retinoides lors d'une application 
topique reste 1' irritation induite. Cet effet peut-etre 
redhibitoire a 1 ? observance du traitement. 

Le retinaldehyde (RAL) , un mernbre de la famille des 
retinoides, est un metabolite naturel de la vitamine A, 
actuellement utilise en application topique chez l'homme. 
II a ete demontre que le RAL exerce une activite 
biologique dans la peau en induisant une hyperplasie 
epidermique, de meme qu'une nette augmentation de 
1' expression du CD4 4 et du HA dans l'epiderme 
folliculaire et interf o'lliculaire des souris C57BL/6 et 
SKH1 sans polls (SKH1 hairless) . Ces effets ont egalement 
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ete observes suite a 1' application topique de l'acide 
retinoique (RA) et du retinol (ROL) . Toutefois, 
1' expression du CD44 et celle du HA ont ete plus 
fortement augmentees chez les souris traitees au RAL que 
chez celles traitees au RA ou au ROL. 

Le CD44 est une glycoprotein transmembranaire 
polymorphique qui a plusieurs isoformes generees par 
l'epissage alternatif et les modifications' post- 
traductionnelles . Dans une etude recente nous avons 
demontre que deux fonctions majeures du CD44 dans la peau 
murine sont (i) la regulation de la proliferation 
keratinocytaire en reponse a des stimuli extracellulaires 
et (ii) le maintien de 1'homeostase locale du HA (Kaya 
G., Rodriguez I., Jorcano JL., Vassalli P., Stamenkovic 
I. Selective suppression of CD44 in keratinocytes of mice 
bearing- an antisense CD44 transgene driven by a tissue- 
specific promoter disrupts hyaluronate metabolism in the 
skin and impairs keratinocyte proliferation. Genes & 
Development. 11 (8) : 996-1007, 1997). Nous avons egalement 
observe une diminution de 1' expression du CD44 
epidermique chez les patients souffrant de lichen sclero- 
atrophique, qui est potentiellement responsable de la 
deposition dermique du HA et de l'atrophie epidermique 
dans cette maladie (Kaya G. , Augsburger E . , Stamenkovic 
K., Saurat JH. Decrease in epidermal 'CD44 expression as a 
potential mechanism for abnormal hyaluronate accumulation 
in superficial dermis in lichen sclerosus and atrophicus. 
Journal of Investigate Dermatology. 115 ( 6) : 1054-8, 2000). 

Le CD44 est implique dans les interactions cellule - 
cellule et cellule - matrice. One etude recente met en 
evidence que le couple forme par le CD4 4 et les fragments 
de HA (CD4 4-HAF) est inducteur de mitoses et de 
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neosynthese de HA (Laurent TC, Laurent UB, Fraser JR. The 
structure and function of hyaluronan : An overview, 
Immunol Cell Biol 74(2): 1-7, 1996). Les effets 
epidermiques et dermiques du HA et du RAL semblent done 
5 etre medies par le GD44. 

Actual lement il existe des preparations 
pharmaceutiques et cosmetiques contenant des sels 
inorganiques du HA de haut poids moleculaire, notamment 
Healon, Hyalgan, Proviso, Vitrax, et ceux cites dans 
10 Martindale The Complete Drug reference, 32^ me edition, 
1999, The Pharmaceutical Press Editor. 

Toutef ois, le HA passe dif f icilement a travers la 
peau etant donne son poids moleculaire eleve . 

C ? est pourquoi, dans la demande Internationale WO • 

15 02/076470 Al, les auteurs proposent une composition 
associant de la N-acetyl-glucosamine a un retinolde. 
Cette combinaison permet d r augmenter de f agon synergique 
la synthese d r acide hyaluronique par les cellules 
epidermiques in vitro. Aucun resultat obtenu apres 

20 application de la formulation in vivo n 1 est mentionne. 

La demande japonaise 11279042 decrit des 
compositions a base de fragments d T acide hyaluronique 
sulfate, lesdits fragments ayant de preference un poids 
moleculaire compris entre 1 000 et 50 000 Da, les 

25 groupements sulfates occupant 10 a 90 % de 1 1 ensemble des 
substituants Rl, R2, R3 et R4 dans la f ormule . Ces 
fragments de bas poids moleculaire sont tres actifs pour 
maintenir 1 ! elasticity de la peau et eviter la 
keratinisation. Au contraire, des fragments d* acide 

30 hyaluronique non sulfates se sont reveles inactifs dans 
le test* 
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Or les inventeurs ont montre de maniere surprenante 
que le HA non sulfate hydrolyse en des fragments de poids 
moleculaires compris entre 50 000 et 750 000 Da possede 
une activite biologique sur la peau qui est amplifie 
lorsque ces fragments sont associes a un retinolde* 

La presente invention a en consequence pour objet 
des compositions destinees a 1 T application topique 
caracterisees en ce qu'elles comprennent a titre de 
principe actif un ou plusieurs fragments de hyaluronate 
de bas poids moleculaire compris entre 50 000 et 750 000 
Da. 

Dans un mode de realisation prefere de 1 1 invention, 
le poids moleculaire des fragments de hyaluronate est 
compris entre 50 000 et 250 000 Da ou entre 250 000 et 
750 000 Da. 

Dans un autre mode de realisation prefere de 
1' invention, les compositions contiennent en outre au 
moins un retinolde. 

La combinaison de fragments de hyaluronate d'un 
poids moleculaire compris entre 50 000 et 750 000 Da avec 
un retinolde a un effet synergique sur la synthese de 
l T acide hyaluronique par les keratinocytes * 

Au sens de la presente invention, on entend par 
retinoides le retinol et ses isomeres, le retinal, 
l T acide retinoique et ses isomeres et les esters de 
1 1 acide retinoique . 

On entend par hyaluronate n T importe quel sel, 
notamment le hyaluronate de sodium. 

Les compositions topiques selon 1 T invention peuvent 
contenir egalement des colorants, des huiles silicones, 
des retinoides ou des pigments colorants, des 
antiseptiques, des huiles vegetales, des antioxydants , 
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des sels mineraux, des epaississants, des modif icateurs 
de pH, des agents absorbant les rayons ultraviolets, des 
vitamines ou tout autre excipient acceptable en 
dermatologie et en pharmacies 
5 Les compositions selon 1' invention peuvent etre 

utilisees en cosmetologie et en dermatologie pour 
prevenir ou ameliorer les peaux ridees, les peaux 
seches . , , et permettent de maintenir la fermete et 
l T humidite de la peau. 

10 Les compositions selon 1 1 invention peuvent etre 

utilisees dans des preparations topiques, dans le domaine 
de la dermatologie ou de la cosmetologie, dans le but de 
prevenir ou de traiter les dermatoses associees a une 
atrophie du tissu cutane et pour lesquelles il sera 

15 necessaire d T ameliorer l'etat d 1 hydratation de la peau, 
de diminuer 1 T atrophie cutanee come par exemple dans les 
effets secondaires aux traitements corticoldes, de 
diminuer les rides, de lutter contre le vieillissement 
cutane photoinduit ou non, de relancer 1 1 activite 

20 cellulaire epidermique et dermique, de raffermir la peau, 
d ? augmenter son elasticity . 

L 1 invention est illustree par les exemples et 
figures qui suivent. 

La figure 1 represente la quantite de HA mesuree 

25 dans 1 1 epiderme chez des animaux non traites ou des 
animaux traites deux fois par jour par la preparation 5, 
la preparation 3 ou la preparation 7 obtenues selon les 
modes operatoires decrits dans les exemples 1 et 2. 

La figure 2 represente le dosage du HA dans le derme 

30 chez des animaux non traites ou traites avec la 
preparation 5, 3 ou 7 telles que preparees dans les 
exemples 1 et 2 . 
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EXEMPLE 1 : EFFET PES FRAGMENTS DE HYALURQNATE UTILISES 
PAR VOIE TOPIQUE 

5 1- MATERIELS ET METHODES 

1.1- Preparations 
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Trois types de fragments de hyaluronate (HAF) ont ete 
evalues : 

* HAF de tres haut poids moleculaire (1 000 000-2 000 
000 Da) 

* HAF de bas poids moleculaire (50 000-750 000 Da) 

- HAF (250 000-750 000 Da) 

- HAF (50 000-250 000 Da) 

* HAF de tres bas poids moleculaire (1 000-20 000 Da) 



Ces fragments ont ete inclus dans les preparations 
cosmetiques classiques dont deux exemples de composition 
20 sont donnes ci-apres : 



Ingredients 


Quantites % 


Quantites % 


PEG 600 


5 




PEG 400 




1 


Sorbitol 




2 


glycerine 




10 


BHT 


0,02 




Lauryl sulfate de sodium 




0,25 


Carbopol 


1 




Vitamine E acetate 


0, 5 




Blanc de baleine 




6 
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Alcool cetostearylique 




o 


Huile de vaseline epaisse 


5 




Cremophor RH 40 


2 


- 


Acide sorbique 


0,05 




Nipagine 


0,15 




Phenonip 




1 


Triethanolamine 


2,48 




Eau 


qsp 100 


qsp 100 



selon le tableau 1. 

1-2. Mesure de 1'activite des HAF 

On utilise des souris SKH1 sans polls (SKH1 
hairless) a raison de 3 animaux par groupe . 

Les differentes preparations sont appliquees par 
voie topique. 

L'epaisseur epidermique ■ est mesuree par un oculaire 
gradue (Zeiss) ; grossissement 40 fois, on fait la 
moyenne de 5 champs par souris. 

La cellularite derniique est evaluee en calculant le 
nombre de cellules demiques, grossissement 40 fois, on 
fait la moyenne de 5 champs par souris. 

Le nombre des cellules prolif eratives de 1 ' epiderme 
et du derme est mis en evidence par 1 ' immunomarquage de ' 
Ki 67 avec un anticorps anti Ki-67 (rat anti-souris, 
Dako) . 

La presence de hyaluronate dans le derme est mesuree 
apres application des' differentes preparations a raison 
de deux applications par jour selon la technique ELISA 
(Corgenix) et le hyaluronate est mis en evidence sur des 
coupes histologiques par la coloration au fer colloidal. 
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2. KBSULTATS 

2.1* Effets sur l T epaisseur epidermique, la cellularite 
5 dermique et le nombre de cellules prolif eratives 

Les resultats sont rassembles dans les tableaux 2 et 

3. 

Les preparations 2 et 3 formulees avec des HAF de 

10 bas poids moleculaire selon 1 T invention et appliquees par 
voie topique, augmentent de fagon significative 
1'epaisseur epidermique et la cellularite dermique chez 
la souris SKH1 sans polls (SKH1 hairless), par rapport 
aux preparations 1 et 4 contenant respectivement des HAF 

15 de haut et tres bas poids moleculaire (tableau 2) . La 
preparation 3 augmente aussi de fagon significative le 
nombre des cellules prolif eratives de 1'epiderme et du 
derme chez la souris SKH1 sans polls (SKH1 hairless) , par 
rapport aux preparations 1 et 4 (tableau 3) . 

20 1j r application topique des preparations 2 and 3 

induit une cellularite augmentee dans le derme 
superficiel et profond, Les cellules qui sont augmentees 
en nombre sont principalement des fibroblastes qui 
presentent un phenotype deactivation avec un reticulum 

25 endoplasmique bien developpe . 

2.2. Effets sur le taux de HA dans le derme 

Les resultats sont rassembles dans le tableau 4. 
30 La presence de HA dans le derme a ete detectee pour 

les preparations 2 et 3 (preparation 3 > preparation 2) , 
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Le taux de HA n'est pas detectable apres application 
des preparations 1 et 4 . 

Ainsi les inventeurs ont montre que 1 ' application 
topique de HAF de bas poids ' moleculaire a deux 
consequences majeures : 

1- L' hyperplasie epidermique importante accompagnee par 
une augmentation de la proliferation cellulaire. 

2- L' accumulation focale du HA dans le derme 
superficiel avec , une augmentation importante du 
nombre de f ibroblastes . 

consequences qui ne sont pas observees avec les HAF de 
haut ou de tres bas poids moleculaire. 

EXEMPTS 2 : EFFET DE L 'ASSOCIATION D'UH RETINOIDE AVEC 
DES HAF DE BAS POIDS MOLECULAIRE 

1. MATERIELS ET METHODES 

Les fragments du tableau 5 sont . inclus dans les 
preparations cosmetiques classiques telles 

qu ' exemplif iees precedemment . 

2. RESUIiTATS 

lis sont rassembles dans les tableaux 6 et 7 et dans 
les figures 1 et 2. 1/ application topique des 
preparations 6 et 7 augmente le nombre de foyers 
d' epiderme epaissi . 

L'effet de 1' application du RAL seul (preparation 5) 
est comparable a l'effet obtenu avec la preparation 8 
associant du HAF de petite taille moleculaire avec le 
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RAX, preuve qu'il n'existe pas de synergie entre RAL et 
des fragments de tres bas poids moleculaire. 

I/effet synergique de 1' association HAF-RAL est 
parti culierement visible au niveau de la cellularite 
dermique pour les preparations 6 et 7 (cf tableau 5) . 

1/ application topique des preparations 6 et 7 
augmente egalement la coloration de HA dermique 
{preparation 7> preparation 6) (cf tableau 7) . 

'I/effet synergique de 1' association HAF-RAL a 
egalement ete mis en evidence par dosage ELISA de la 
presence de HA dans le derme et l'epiderme des souris qui 
ont ete traitees par les differentes preparations 
mentionnees ci-dessus. 

Les resultats montrent une augmentation 
significative de la production de HA aussi bien dans le 
derme (figure 2) que dans l'epiderme (figure 1) apres 
traitement par l f association HAF-RAL (preparation 7) 
comparativement au traitement par RAL seul (preparation 
5) ou HAF seul (preparation 3) . 
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Re vendi cations 

1 Compositions destinees a 1 1 application topique 
caracterisees en ce qu'elles comprennent ' a titre de 

5 principe actif un ou plusieurs fragments de hyaluronate 
dont le poids moleculaire est compris entre 50 000 et 750 
000 Da, 

2 Compositions selon la revendication 1 caracterisees 
10 en ce que le poids moleculaire des . fragments de 

hyaluronate est compris entre 50 000 et 250 000 Da ou 
entre 250 000 et 750 000 Da. 

3 Compositions selon 1 1 une quelconque des 

15 revendications 1 a 2 caracterisees en ce qu T elles 4: 
contiennent en outre au moins un retinolde . 

4 Compositions selon la revendication 3 caracterisees < 
en ce que les retinoldes sont choisis dans le groupe 

20 constitue par le retinol et ses isomeres, le retinal, 
1 r acide retinolque et ses isomeres et les esters de 
1 T acide retinolque * 

5 Utilisation d T une composition selon 1 r une quelconque 
25 des revendications 1 a 4 en cosmetologies 

6 Utilisation d 1 une composition selon' 1 1 une quelconque 
des revendications 1 a 4 a titre de medicament utilisable 
en dermatologie. 
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Revendi cations 

1 Compositions destinees a 1 ' application topique 
caracterisees en ce qu'elles comprennent a titre de 
principe' actif un ou plusieurs fragments de hyaluronate 
dont le poids moleculaire est compris entre 50 000 et 750 
000 Da. 

2 Compositions selon la revendication 1 caracterisees 
en ce que le poids moleculaire des fragments de 
hyaluronate est compris entre 50 000 et 250 000 Da ou 
entre 250 000 et 750 000 Da. 

3 Compositions selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 2 caracterisees en ce qu'elles 
contiennent en outre au moins un retinoi.de ■ 

4 Compositions selon la revendication 3 caracterisees 
en ce que les retinoldes sont choisis dans le groupe 
constitue par le retinol et ses isomeres, le retinal, 
l'acide retinoique • et ses isomeres et les esters de 
l'acide retinoique. 

5 Utilisation d'une composition selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 4 en cosmetologie . 

6 Composition selon l'une quelconque des revendications 
1 a 4 a titre de medicament utilisable en dermatologie . 
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Figure 1 : Dosage du HA dans 1'epiderme 
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Figure 2 : Dosage du HA dans le derme 
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